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ADENOVIRUS RECO MBINANTS, LEUR UTILISATION POUR PREPA RER 
PES AAV. LTGNEE CELLULAIRE COMPLEMENTAIRE ET COMPOSITIONS 
PHARMACEUTIOUES LES CONTENANT 

La presente invention concerne de nouveaux vectetirs viraux, leur preparation 
5 et leurs utilisations. Elle concerne egalement les compositions pharmaceutiques 
contenant lesdits vecteurs viraux. 

La therapie genique consiste a corriger une def icience ou une anornalie 
(mutation, expression abenrante, etc) par introduction tfune information genetique 
daiis la cellule ou Torgane affects. Cette information genetique peut etre introduite soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de l'organe, la cellule modifiee 6tant alors reintroduce 
dans Forganisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques di verses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J. Virol. 1 
(1967) 891), d f ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 

15 375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de 
liposomes (Fraley et aL, J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), etc. 

Plus recemment, l'emploi de virus comme vectetirs pour le transfert de genes 
est apparu comme une alternative prometteuse a ces techniques physiques de 
transfection. A cet egard, differents vims ont ete testes pour leur capacite a infecter 
20 certaines populations celiulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, 
etc), le virus HSV, les virus adeno-associes, et les adenovirus. 

En ce qui concerne plus particulierement les adenovirus, il s'agit de virus a 
ADN double brin lineaire d'une taille de 36 kb environ. Leur genome comprend 
notamment une sequence inversee (ITR) a chaque extremite, une sequence 
25 rfencapsidation, des genes precoces et des genes tardifs (Cf figure 1). Les principaux 
genes precoces sont contenus dans les regions El, E2, E3 et E4. Parmi ceux-ci, les 
genes contenus dans la region El (El a et Elb notamment) sont necessaires a la 
replication virale. Les rfegions E4 et L5 par exemple sont impliquees dans la 
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propagation virale et les principaux genes tardifs sont contenus dans les regions LI a 
L5. Le genome de 1'adenovirus Ad5 a 6t6 entierement sequence et est accessible sur 
base de donnees {voir notarnment Genebank M73260). De rneme des parties, voire la 
totalite du genome d'adenovirus de serotypes differents (Ad2, Ad7, Adl2, etc) ont 
5 egalement ete sequenc6es. Ces vecteurs viraux presentent avantageusernent un spectre 
d'hote assez large, sont capables d'infecter des cellules quiescentes, ne s'integrent pas 
au genome de la cellule infectee, et n ! ont pas ete associes a ce jour a des pathologies 
importantes chez rhonrune. Compte tenu de leurs proprietes, ils ont deja ete utilises 
pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, differents vecteurs derives des 
10 adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes (8-gal, OTC, ct-lAT, 
cytokines, etc). 

Bien entendu, l'ensemble de ces vecteurs viraux comportent de nombreux 
genes viraux dont Texpression n'est en revanche pas souhaitable en therapie genique. D 
est imperatif de controler in vivo la non expression de genes viraux sauvages et/ou de 

15 proteines qui en derivent et qui sont susceptibles tfinduire une reponse immunitaire 
et/ou inflammatoire indesirable voire totalement nef aste a l'egard de Torganisme traite. 

A ces fins, les constructions de vecteurs viraux actuellement proposees sont 
modifiees de maniere a rendre lesdits vecteurs incapables de se repliquer de fagon 
autonome dans la cellule cible. Ils sont dits defectifs. Generalement, le genome des 

20 virus defectifs est done depourvu au moins des sequences necessaires a la replication 
dudit virus dans la cellule infectee, Ces regions peuvent etre soit 61iminees (en tout ou 
en partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substitutes par d'autres sequences et 
notarnment par une sequence codant pour une molecule d'interet thSrapeutique. 
Preferentiellement, le virus defectif conserve neanmoins les sequences de son genome 

25 qui sont necessaires a l'encapsidation des particules virales. 

Dans le cas particulier des adenovirus recombinants, les constructions decrites 
dans Tart anterieur sont generalement des adenovirus deletes des regions El (Ela 
et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desquelles sont inserees les sequences 
d'ADN heterologue (Levrero et al M Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhuiy et al., 
30 Gene 50 (1986) 161). D'autres constructions comportent mie deletion au niveau de la 
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region El et d'une partie non essentielle de la region E4 (WO 94/12649). Ces 
adenovirus recombinants defectifs peuvent etre prepares de differentes fagons mettant 
en oeuvre ou non tine lignee cellulaire competente capable de complementer toutes Ies 
fonctions defectives essentielles a la replication de I'adenovirus recombinant 
5 Actuellement, les vecteurs derives des adenovirus sont generalement produits dans une 
lignee de complementation (lignee 293) dans laquelle une partie du genome de 
I'adenovirus a ete integree. Plus precisement, la lignee 293 contient Textremite gauche 
(environ 11-12 %) du genome de I'adenovirus serotype 5 (Ad5), comprenant 1TTR 
gauche, la region d'encapsidation et la region El, incluant El a, Elb et une partie de la 
10 region , cod ant pour la proteine pIX. Cette lignee est capable de trans-complementer 
des adenovirus recombinants defectifs pour la region El, c'est-a-dire depourvus de 
tout ou partie de la region El, necessaire a la replication. 

Toutefois, on ne peut totalement exclure lors de la production de ces 
vecteurs viraux defectifs la possibility de recombinaisons genfrant des particules 

15 virales r§plicatives ou des transcompl&mentations in vivo par des fonctions cellulaires 
de type El. II est Evident que ce type d'evfinement est totalement incompatible avec 
leur utilisation subsequente en therapie genique. La presence, in vivo, de particules 
virales replicatives peut avoir des consequences tres nefastes comme par exemple 
induire une propagation virale et provoquer une dissemination incontrolee avec des 

20 risques de reaction inflammatoire, de recombinaison, etc... 

Parallelement, il est imperatif de prevenir in vivo Texpression de proteines 
virales correspondantes. Bien que ne presentant pas necessairement un caractere 
toxique a Tegard de la cellule, elles sont egalement fortement indesirables car 
susceptibles egalement d'induire des reponses du systeme immunitaire de type 

25 inflammation et/ou fievres prejudiciables a Tegard de Torganisme traite. (D.Y. 
Schwarz, (1995), P.N.A.S 92, 1401-1405 ; J. F. Engelhardt, (1994), Human Gene 
Therapy, 5, 1217-1229 et (1994) P.N.A.S. 91, 6196-6200 ; Y. Yang t (1994), 
Immunity, 1, 433-442, (1995) J. Virol., 69, 2004-2015 et Nature Genetics, (1994) 7, 
362-369). 
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La presente invention a precisement pour objet de proposer une solution 
permettant de remedier a ces inconvenients et severe tout particuli£rement utile pour 
preparer des lots de virus de type adenovirus presentant une securite accrue car 
notamment dSpourvus de particules virales replicatives. 

5 De maniere inattendue, la demanderesse a mis en evidence qu'il etait 

possible, a Taide d'un systeme promoteur original, de controler efficacement 
Texpression des gene viraux, expression qui est effective in vitro lors de la production 
virale rnais en revanche ineffective ulterieurement, in vivo, lors de Temploi 
therapeutique desdits virus recombinants. 

10 Plus precisement, la presente invention se rapporte & un adenovirus 

recombinant dans lequel l'expression d'au moins un gene d'origine virale, homologue 
ou heterologue, est controlee par un promoteur inductible. 

Au sens de la presente invention, on entend par promoteur inductible tout 
promoteur dont 1'activite est initite par la presence d'un agent chimique et/ou 
15 biologique exterieur, agent qui, dans le cadre de la presente invention presente en 
outre une toxicite reduite voire nulla Par "ext&ieur", il est entendu que Tagent 
chimique et/ou biologique n'existe pas naturellement dans les cellules traitees avec 
Fadenovirus revendique. 

A titre de promoteurs inducibles susceptibles d'etre mis en oeuvre selon la 
20 presente invention, on peut notamment citer les promoteurs classiques tels que ceux 

repondant a des metaux lourds (CRC Boca Raton, FL (1991),167-220 ; Brinster et al. 

Nature (1982), 296, 39-42), a des chocs thermiques, a des hormones, (Lee et al. 

P.N.A.S. USA (1988), 85, 1204-1208; (1981), 294, 228-232 ; Klock et al. Nature 

(1987), 329, 734-736 ; Israel & Kaufman, Nucleic Acids Res. (1989), 17, 2589-2604) 
25 ou a des agents chimiques de type glucose, lactose, galactose ou antibiotiquea 

Tout recemment, il a et6 dScrit un promoteur inductible par la tetracycline 
particulierement avantageux dans le cadre de la presente invention. 
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Ce promoteur, dit promoteur inductible a la tetracycline, comprend un 
promoteur minimal lie operationnellement a un ou plusieurs operateur(s) de la 
tetracycline. C'est la liaison, aux sequences operateurs de la tetracycline, d'une 
proteine dite "activateur de transcription", liaison qui ne s'etablit qu'en presence de 
5 tetracycline ou un de ses analogues, qui permet Tactivation du promoteur minimal et 
done la transcription du ou des genes viraux associes. 

En ce qui concerne plus particulierement la proteine dite activateur de 
transcription, elle se caracterise done par son aptitude a se lier, en presence de 
tetracycline, aux sequences operateurs du promoteur inductible par la tetracycline et 

10 sa capacite a activer le promoteur minimal. Plus preferentiellement, il s'agit d'une 
proteine constituee de deux polypeptides, un premier polypeptide qui se lie aux 
sequences tet operateur, en presence de tetracycline ou d'un analogue de celle-ci, et 
un second polypeptide dont la fonction est plus specifiquement d'activer ladite 
transcription. Le premier polypeptide de la proteine dite activateur de transcription 

15 est un represseur de la tetracycline mute de maniere a manif ester un comportement 
inverse a celui d'un represseur sauvage e'est-^-dire qu'il ne se lie aux sequences tet 
operateurs qu'en presence et non en absence de tetracycline. Quant au second 
polypeptide, il s'agit preferentiellement du domaine d*activation de la proteine 16 du 
Virus Herpes Simplex. 

20 Dans le cas ou le promoteur inductible utilise est par exemple inductible au 

glucose ou galactose, on peut envisager de mettre en oeuvre un activateur de 
transcription construit sur ce modele e'est-a-dire par exemple Glu-VP16 ou Gal4- 
VP16. 

Selon un mode prefere de Tinvention, le promoteur inductible mis en oeuvre 
25 est un promoteur inductible a la tetracycline ou un de ses analogues tel que decrit 
ci-dessus. 

Au sens de la presente invention, un promoteur inductible par la tetracycline 
comprend un promoteur minimal lie operationnellement a une sequence dite de 
regulation comprenant au moins tin operateur de la tetracycline B tet operateur* 1 ou de 
30 Tun de ses analogues. 
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Par analogue de la tetracycline, on entend couvrir tout compose prfesentant 
des homologies structurales avec la tetracycline et etant capable de se lier a son 
recepteur lie au domaine de transactivation de la proteine dite activateur de 
trancription presentee ci-dessus, avec un Ka d'au moins environ 10 6 M* 1 . A titre 
5 d'analogues susceptibles d'etre utilises selon la presente invention on peut notamment 
citer la doxycycline, la chlorotetracycline et l'anhydrotetracycline. 

Par promoteur minimal, on entend designer toute sequence promotrice qui 
seule n'est pas capable d'assurer efficacement la transcription de la sequence d'ADN 
qui lui est associee. L'activite d'un tel promoteur s'avere totalement dependante de la 
10 liaison de la proteine activateur de transcription a la sequence dite de regulation, en 
presence de tetracycline. En fait, ce promoteur minimal a surtout pour fonction 
d'orienter la transcription. Dans cette perspective, il est de preference situe en amont 
de la sequence virale de maniere a former avec elle une sequence nucleotidique 
continue. 

15 Ce promoteur minimal peut deliver du promoteur immediatement pr6coce 

du Cytomegalovirus humain et plus preferentiellement est compris entre les 
nucleotides +75 a -53 ou +75 a -31. Toutefois, il est egalement possible d'employer 
selon Tinvention un promoteur minimal derivant d'un promoteur conventionnel 
comme par exemple celui activant la transcription du gene codant pour la thymidine 

20 kinase. 

Un promoteur conventionnel peut Egalement etre rendu minimal par le biais 
d'une ou plusieurs mutations genetiques qui le rendent incapable d'assurer seul 
efficacement la transcription du gene qui lui est associe. II peut egalement etre mis en 
oeuvre dans le cadre de la presente invention, un promoteur minimal derivant 
25 directement du promoteur naturellement responsable de l'expression du g6ne viral 
considere. On peut egalement envisager Tutilisation dun promoteur dit "TATA-less" 
tel que decrit par E. MARTINEZ et al. (EMBO Journal, (1994), 13, N°13, 3115- 
3126) de maniere a obtenir un bruit de fond le plus basal possible dans la situation non 
induite. 
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De maniere generate, ce promoteur minimal est place en amont de la 
sequence nucleotide dont il controle I'expression, en substitution ou non de son 
promoteur naturel. Le propre promoteur de la sequence nucleique peut en effet 
demeurer present mais sous une forme inactivee ou rendue non fonctionnelle par 
5 differentes techniques connues de lliomme de Tart et notamment par suppression, 
deletion et/ou addition d'une ou plusieurs bases. 

Selon un mode particulier de l'invention, le promoteur minimal derive du 
promoteur minimal de la thymidine kinase du Virus Herpes Simplex (Mc Knight et aL 
(1 984) Cell 37:253-262). II est alors designe par Tk. 
10 Plus pr6feremiellement, il est represents en tout ou partie par Tune des 

sequences representees en SEQ ID N° 1 ou N° 2 ou 1W de leurs derives. 

Au sens de la presente invention, le terme derive designe toute sequence 
obtenue par modification de nature genetique et/ou chimique de sequences donnees et 
conservant I'activite recherchee. Par modification de nature genetique et/ou chimique, 
15 on doit entendre toute mutation, substitution, deletion, addition et/ou modification 
d'un ou plusieurs acide nucl&que. 

En ce qui concerne la s6quence dite de regulation, elle comprend au moins 
un operateur de la tetracycline ou l'un de ses analogues. Le ou les operateurs sont 
reconnus par Tactivateur de transcription en presence de tetracycline et permettent 
20 done de ce fait Tactivation du promoteur minimal. 

Les sequences tet operateur pouvant etre mises en oeuvre peuvent 
notamment etre choisies parmi celles decrites par Hillen & Wissemann (Protein- 
Nucleic Acid Interaction, Saeger& Heinemann, eds., Macmillan, London, (1989), 10, 
143-162), Waters et al. (Nucleic Acids Res. (1983), 11, 525-539), Stuber et al. 
25 (P.N.A.S. USA, (1981), 78, 167-171), Unger et al. (Nucleic Acids Res. (1984), 12, 
7693-7703) et Tovar et al. (Mol. Gen . Genet. (1988), 215, 76-80). 

La sequence de regulation peut comprendre une unique sequence tet 
operateur ou au contraire plusieurs sequences tet operateur pouvant atteindre jusqu'au 
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nombre de 10 selon que Ton souhaite ou non augmenter la regulation de la 
transcription. Selon un mode de realisation particulier de l'invention, la sequence de 
regulation met en oeuvre 2 sequences tet operateur. Elle sera alors dite Op2. 

Plus preferentiellement, la sequence de regulation est representee en tout ou 
5 partie par Tune des sequences representees en SEQ ID N° 3 ou N° 4 ou Tun de leurs 
derives. 

Classiquement, cette s6quence de regulation est liee operationnellement en 
amont c'est-a-dire a l'extremite 5' du promoteur minimal de maniere a permettre la 
transcription du gene d'origine virale, en presence du cornplexe forme par l'activateur 

10 de transcription et de son ligand tetracycline. On a ainsi successivement, dans 
Torientation 5' a 3 1 , la sequence de regulation, liee directement ou non au promoteur 
minimal, le promoteur minimal et le gene d'origine virale. Toutefois, on peut 
egalement envisager de placer cette sequence de regulation, au sein du promoteur 
minimal, en aval de la sequence nucleotide virale § transcrire c'est-a-dire a son 

15 extremite 3'. L'ordre de succession est alors dans le sens 5 1 a 3\ promoter minimal, 
gene viral et sequence de regulation. 

Selon un mode prefere de l'invention, le promoteur inductible a la 
tetracycline associe au promoteur minimal de la thymidine kinase dit Tk f une 
sequence de regulation representee par Op2. II est dans ce cas particulier identifie 
20 ci-apres sous la denomination Op2/Tk. Plus preferentiellement, le promoteur 
inductible mis en oeuvre selon Tinvention est repr§sent6 en tout ou partie par la SEQ 
ID N° 5 ou Tun de ses d§riv6s. 

Ce promoteur inductible a la tetracycline Op2/Tk et plus particulierement 
celui representfe en tout ou partie par la SEQ ID N° 5 ou Tun de ses derives, 
25 constituent Egalement un des objets de la presente invention. 

En consequence, Texpression du ou des genes viraux lies 
operationnellement, dans Tadenovirus revendique, a un promoteur inductible, est 
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totalement subondonnee a la fixation du complexe forme par Factivateur de 
transcription et la tetracycline, sur la sequence de regulation dudit promoteur. 

Cette fixation n'est effective qu'en presence de tetracycline. En absence de 
tetracycline ou de tout analogue de celle-ci, il n*y a pas de liaison etablie entre la 
5 sequence de regulation et 1'activateur de transcription. II s'en suit aucune transcription 
de la sequence virale liee au promoteur minimal. Qui plus est, avantageusement, 
1'agent induisant la transcription n'a pas a etre present continuellement 

Un des objets de la presente invention concerne plus particulierement un 
adenovirus comprenant au moins un gene homologue c'est-a-dire adenoviral dont 
10 l'expression est controlee par un promoteur inductible et plus preferentiellement par 
un promoteur inductible a la tetracycline. 

Ainsi, dans un mode particulier, la presente invention a pom- objet un 
adenovirus recombinant dont au moins une region g&nomique essentielle & la 
replication et/ou a la propagation virale est plac6e en tout ou partie sous controle d'un 
15 promoteur inductible a la tetracycline. La region essentielle a la replication et/ou a la 
propagation virale selon la presente invention est avantageusement choisie parmi tout 
ou partie de la region E4, E2, la region IVa2 et/ou la region L5, etc. 

Selon un mode particulierement avantageux, les adenovirus recombinants de 
la presente invention, comprennent a titre de sequences necessaires a la replication 
20 et/ou la propagation, tout ou une partie fontionnelle des regions E2 ou E4. Plus 
particulierement, s'agissant de la region E4, les genes importants sont les genes ORF3, 
ORF6 et ORF6/7. 

La region E2 est impliquee dans la regulation de l'ADN viral. Cette region E2 
est constitute de deux sous unites de transcription E2A et E2B. 
25 La region E4 est impliquee dans la regulation de l'expression des genes 

tardifs, dans la stabilite des ARN nucleaires tardif s, dans Textinction de Texpression des 
proteines de la cellule hote et dans l'efficacite de la replication de l'ADN viral. Des 
mutants depourvus de E4 sont incapables de se propager. E4 constitue ainsi une 
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region essentielle a la propagation virale. Cette region E4 est constituee de 7 phases 
ouvertes de lecture, designees ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, ORF3/4, ORF6 et ORF6/7 
(figure 2). Parrni celles-ci, ORF3 et ORF6 sont les deux g&ies essentiels a la 
propagation virale. Chacun de ces genes est capable d'induire la propagation virale, 
5 ORF6 y jouant toutefois un role plus important que ORF3 (Huang et Hearing (1988), 
J. Virol. 63,2605). 

Dans un mode particulier, dans les vecteurs de l'invention, la totalite de la 
region consideree est placee sous controle d ! un promoteur inductible a la tetracycline. 
Dans le cas particulier de la region E2, il peut s ! agir d'un fragment correspondant a 

10 I'ADNc de la 72K, a l'ADNc de la polymerase de 140K ou a 1'ADNc de la proteine 
pr6-terminale de 87K. En ce qui concerne la region E4, il peut s'agir en particulier du 
fragment Taql-Bgl2 correspondant aux nucleotides 35576 -32490. 

Dans un autre mode particulier, seule Texpression d'une partie fonctionnelle 
de ces regions c'est-a-dire suffisante pour permettre la propagation virale, est 

15 controlee. Dans le cas particulier de E4, cette partie comprend au moins un gene 
ORF3 ou ORF6 fonctionnel Preferentiellement, la partie fonctionnelle de E4 est 
constituee essentiellement de ORF6. A titre d'exemple, le fragment BgI2, compris 
entre les positions 34115 a 32490 et contenant les sequences des ORF6 et ORF7 de 
TAd5 peut etre positionne en aval d'un promoteur inductible tel que defini selon 

20 Tinvention. 

Dans un autre mode particulier de la presente invention, la region essentielle 
est constituee de la region codant pour la proteine IVa2 et par exemple son ADNc. 
Dans un autre mode de realisation, la region codant pour la proteine IVa2 est 
comprise dans un fragment Bglll-Nrul correspondant aux nucleotides 3328 a 6316 sur 
25 la sequence de TadSnovirus Ad5 sauvage, un fragment Dral-Nlalll correspondant aux 
nucleotides 4029 a 5719 ou un fragment dral a Xhol correspondant aux nucleotides 
4029 a 5788. 

Selon un mode prefere de Tinvention, les promoteurs des regions essentielles 
a la propagation virale sont remplaces au sein du genome viral par un promoteur 
30 inductible et plus preferentiellement par un promoteur inductible a la tetracycline. 
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Dans un premier mode particulier de realisation, les adenovirus recombinants 
de l'invention portent une deletion de tout ou partie du gene El et possedent la region 
E4, en tout ou partie. sous controle d'un promoteur inductible a la tetracycline, de 
preference de type Op2/Tk. 
5 Dans un autre mode particulier de realisation, les adenovirus recombinants de 

l'invention portent une d616tion de tout ou partie du gene El et possedent la region E2 
en tout ou partie sous controle rfun promoteur inductible a la tetracycline, de 
preference de type Op2/ITc. 

Toujours selon un mode prefere de realisation, les adenovirus recombinants 
10 de l'invention portent une deletion de tout ou partie des genes El et E2 et possddent la 
region E4 en tout ou partie sous controle d'un promoteur inductible a la tetracycline, 
de preference de type Op2/Tk. 

Dans une variante particulierement avantageuse, les adenovirus recombinants 
de l'invention portent une deletion de tout ou partie des genes El et E4 et possedent la 
15 region E2 en tout ou partie sous controle d'un promoteur inductible a la tetracycline, 
de preference de type Op2/Tk. 

Avantageusement, les adenovirus recombinants de l'invention component en 
outre une sequence d'acides nucleiques heterologue comportant un ou plusieurs genes 
therapeutiques dont le transfert et/ou l'expression dans une cellule, un organe ou un 
20 organisme est recherche. 

Les genes therapeutiques qui peuvent ainsi etre transferes sont tout gene dont 
la transcription et eventuellement la traduction dans la cellule cible generent des 
produits ayant un effet therapeutique. 

II peut s'agir en particulier de genes codant pour des produits prot&ques 
25 ayant un effet therapeutique. Le produit proteique ainsi code peut etre une proteine, 
un peptide, etc. Ce produit proteique peut etre homologue vis-a-vis de la cellule cible 
(c'est-a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle- 
ci ne presente aucune pathologie). Dans ce cas, l'expression d'une proteine permet par 
exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou l'expression d'une 
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proteine inactive ou faiblement active en raison d'une modification, ou encore de 
surexprimer ladite proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant 
d'une proteine ceUulaire, ayant une stability accrue, une activite modifiee, etc. Le 
produit proteique peut Sgalement §tre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce 
5 cas, une proteine exprim§e peut par exemple completer ou apporter une activite 
deficiente dans la cellule lui permettant de lutter contre une pathologic 

Parmi les produits th6rapeutiques au sens de la prSsente invention, on peut 
citer plus particulterement les enzymes, les d6riv& sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 

10 cioissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthase, les 
facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, etc; 
les apolipoproteines : ApoAl, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la dystrophia ou 
une minidystrophine (FR 9111947), les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, 
RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs impliqu&s 

15 dans la coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, etc, les genes suicides : Thymidine kinase, 
cytosine desaminase, etc; ou encore tout ou partie d'une immunoglobuline naturelle ou 
artificielle (Fab, ScFv, etc), etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence antisens, 
dont 1'expression dans la cellule cible permet de controler Texpression de genes ou la 
20 transcription d'ARNm cellulaires comme les ribozymes. De telles sequences peuvent 
par exemple Stre transcrites, dans la cellule cible, en ARN complementaires d'ARNni 
cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans 
le brevet EP 140 308. 

Le gene therapeutique peut aussi etre un gene codant pour un peptide 
25 antigenique, capable de generer chez Thomme une reponse immunitaire. Dans ce mode 
particulier de mise en oeuvre, Tinvention permet done la realisation de vaccins 
permettant rfimmuniser Thomme, notamment contre des microorganismes ou des 
virus. II peut s'agir notamment de peptides antigfaiiques specif iques du virus d'epstein 
barr, du virus HIV, du virus de l'hepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, 
30 ou encore specifiques de tumeurs (EP 259 212). 
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Generalement, la sequence d'acides nucleiques heterologue cornprertd 
egalement une region promotrice de la transcription fonctionnelle dans la cellule 
infectee, ainsi qu'une region situee en 3* du gene d'interet, et qui specifie un signal de 
fin transcriptionnelle et un site de polyadenylation, L'ensemble de ces elements 
5 constitue la cassette d'expression. Concernant la region promotrice, il peut s'agir d'une 
region promotrice naturellement resoonsable de rexpression du g&ie consider^ lorsque 
celle-ci est susceptible de fonctionner dans la cellule infectee. II peut 6galement s'agir 
de regions d'origine differente (responsables de l'expression d'autres proteines, ou 
meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 

10 eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus, y compris Fadenovirus utilise. A cet egard, 
on peut citer par exemple les promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RSV, etc. En 
outre, ces regions promotrices peuvent etre modifiees par addition de sequences 

15 d'activation, de regulation, ou permettant une expression tissu-specifique ou 
majoritaire. Par ailleurs, lorsque 1'acide nucleique heterologue ne comporte pas de 
sequences promotrices, il peut etre insere dans le genome du virus defectif en aval 
d'une telle sequence. 

Par ailleurs, la sequence d'acides nucleiques heterologue peut egalement 

20 comporter, en particulier en amont du gene therapeutique, une sequence signal 
dirigeant le produit therapeutique synthetise dans les voies de secretion de la cellule 
cible. Cette sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du produit 
therapeutique, mais il peut egalement s'agir de toute autre sequence signal 
fonctionnelle, ou tfune sequence signal artificielle. 

25 Cette sequence d'acides nucleiques est de preference presente au niveau des 

regions El, E3 ou E4, en supplement ou en remplacement de sequences deletees. 

La presente invention a pour second objet principal un adenovirus 
comportant au moins un gene d'origine virale heterologue dont l'expression est 
controlee par un promoteur inductible et plus preferentiellement un promoteur 
30 inductible a la tetracycline. 
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Selon un mode de realisation prefer^ de Pinvention le gene d'origine virale 
heterologue est ou derive d'un gene du genome d'un AAV ou un de ses homologues 
fonctionnels. 

Les AAV sont des virus a ADN de taille relativement rfeduite, qui s'integrent 
5 dans le genome des cellules qu'ils infectent, de maniere stable et site-specifique. Ds 
sont egalement capables d'infecter un large spectre de cellules, sans induire d'effet sur 
la croissance, la morphologie ou la differentiation cellulaires. Par ailleurs, ils ne 
semblent pas impliques dans des pathologies chez Fhomme. Le genome des AAV a ete 
clone, sequence et caract£rise. II cornprend 4680 bases, et contient a chaque extremite 

10 uiie region repetee inversee (ITR) de 145 bases environ, servant d'origine de 
replication pour le virus. Le reste du genome est divise en 2 regions essentielles 
portant les fonctions d'encapsidation : la partie gauche du genome, qui contient le gene 
rep implique dans la replication virale et Fexpression des genes viraux; la partie droite 
du genome, qui contient le gene sap codant pour les proteines de capside du virus. 

15 Trois promoteurs y ont Ste localises et nommes selon leur position approximative en 
unites cartographiques p5, pl9 et p40. Quatre proteines sont au moins synth6tis6es a 
partir de la region rep et ont ete nommes d'apres leur masse moleculaire apparente, 
Rep78 ( Rep68, Rep52 et Rep40. Les 2 mRNA transcrits a partir du promoteur p5 sont 
utilises pour la synthese de Rep78 et Rep68. Quant k Rep52 et Rep40 ils sont 

20 synthetises a partir des messagers provenant du promoteur pl9. En ce qui concerne 
plus particulierement le gene cap, il code pour les proteines de la capside du virus 
(VP1, VP2 et VP3). VP3 est la proteine de capside majoritaire et sa sequence en 
acides amines est contenue dans celles de deux proteines plus grandes mais moins 
abondantes VP1 et VP2 ( faire un schema). Ces genes rep et £ap ont ete caracterises et 

25 leur sequences respectives decrites dans la litterature (Srivastava et al. f J. Virol. 45 
(1983) 555). 

L'utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de genes in vitro et 
in vivo a ete decrite dans la litterature (voir notamment WO 91/18088; WO 93/09239; 
US 4,797,368, US 5,139,941, EP 488 528). Generalement, les constructions utilisees 
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en therapie genique contiennent une deletion des genes igp et/ou cjp qui sont 
remplaces par un gene d'interet. 

Pour se repliquer, les AAV ont besoin de la presence d'un virus auxiliaire 
("helper") capable de transcomplementer les fonctions necessaires a leur replication . D 
5 peut s'agir en particulier d'un adenovirus, cfun virus de l'herpes ou d'un virus de la 
vaccine. (En l'absence d'un tel virus auxiliaire, les AAV restent sous forme latente dans 
le genome des cellules infectees, mais ne peuvent se repliquer et ainsi produire des 
particules virales.) Classiquement, les AAV recombinants sont done produits par 
co-transfection, dans un lignee cellulaire infectee par un virus auxiliaire humain (par 
10 exemple un adenovirus), d'un plasmide contenant le gene d'interet borde de deux 
regions repetees inversees (ITR) d'AAV et d'un plasmide portant les genes 
d'encapsidation (genes rep et cap) d'AAV. La co-infection avec l'adenovirus demarre 
une cascade d'evenements qui aboutissent a la production de titres eleves d'AAV et 
diminuent sensiblement la production d'adenovirus. Cette cascade demarre par la 
15 synthese du produit du gene Ela qui induit la transcription a partir des promoteurs p5 
et pl9 et conduit a la synthese d'une petite quantite de prolines Rep. Une ou plusieurs 
proteines Rep synthetisees a partir de p5 induisent alors la synthese en quantite plus 
abondante d'ARNm a partir des 3 promoteurs a un niveau beaucoup plus important et 
d'une maniere coordonnee. En absence d'adenovirus, le genome d'AAV est soit perdu 
20 soit integre dans le chromosome de Wrote. D'autres genes que E1A de ^adenovirus 
sont aussi necessaires pour une expression efficace des genes de l'AAV. 

Avantageusement, la demanderesse a mis en evidence qu'il etait possible de 
placer efficacement au moins l'expression d'un des genes viraux de l'AAV sous 
controle d'un promoteur inductible dans un adenovirus et plus preferentiellement de 
25 controler l'expression des fonctions d'encapsidation d'AAV en particulier l'expression 
des genes rgp et/ou cjp, ou de tout gene homologue fonctionnel. 

Un homologue fonctionnel correspond a tout gene obtenu par modification 
(mutation, suppression, addition, etc) des genes rgp ou cjp et presentant une activite 
de meme nature. De tels genes homologues fonctionnels peuvent egalement etre des 
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genes obtemis par hybridation a partir de banques d'acides nucleiques au moyen de 
sondes correspondant aux genes rep ou cap. A titre de gene rsp mute susceptible 
d'etre controle selon l'invention, on peut plus particulierement citer son mutant 
inll77 decrit dans la publication Y. Yang et al.,( (1992) Journal of virology, 6058- 
5 6069) et derivant d'une insertion de serines entre les codons 286 et 287. 

Selon un mode prefere de Invention, le promoteur inductible mis en oeuvre 
est un promoteur inductible a la tetracycline tel que dfef ini precSdemment. 

Un tel adenovirus est avantageux a plusieurs titres : il simplifie considera- 
blement sur le plan des manipulations, le precede pour preparer des stocks en AAV. 
10 En effet, dans ce cas particulier, on met essentiellement en oeuvre que ledit 
adenovirus comportant les genes rep et cap sous controle du promoteur inductible, un 
AAV recombinant et une lignee cellulaire adequate. Enfin, les titres attendus en AAV 
a partir d'un tel adenovirus s'averent superieurs a ceux obtenus selon un procSde 
classique. 

15 Le promoteur inductible peut notamment §tre introduit en substitution d'un des 

promoteurs conduisant normalement Expression du ou des g6ne(s) considerate) et en 
particulier en substitution du promoteur p5, pl9 ou p40. Le promoteur p5 semblant 
etre le plus implique dans le demarrage de la cascade d'evenements conduisant a la 
production du virus, on procede plus pr&ferentiellement k sa substitution par un 

20 promoteur inductible par la tetracycline de preference de type Op2/Tk. 
Avantageusement, une telle construction permet de verrouiller l'expression de rep et 
cap en absence de tetracycline 

Les fonctions d'encapsidation d'AAV sous controle du promoteur inductible, 
peuvent etre introduces dans differentes regions du genome de Tadenovirus 
25 revendique. Avantageusement, les fonctions tfencapsidation sont inserees dans une 
region ne perturbant pas la capacite du virus a transcomplementer les AAV. II est 
egalement possible d'inserer les fonctions d'encapsidation dans une region 
fonctionnelle du genome dudit adenovirus, laquelle region etant alors apportee en 
trans, soit par un plasmide, soit par la lignee cellulaire utilisee. II est possible par 
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exemple d'inserer le gene rep, le gene £2p ou les genes rgg et gap au niveau des 
regions El ou E3 en remplacement ou supplement des sequences deletees. 

Pour abolir toute fuite trahscriptionnelle due a la proximite de la region ITR- 
psi, on peut en outre introduire une sequence dite sequence de regulation negative. 
5 Une telle sfequence ins&n§e notamment entre 1TTR gauche et la sequence psi de 
Tadenovirus revendique d'une part, et la sequence codant pour le promoteur 
inductible a la tetracycline permet d'endiguer toute activitation transcriptionnelle 
parasitaire de rgp et £ag, induite le cas echeant par Tenhancer situe dans TITR gauche 
de Tadenovirus et la sequence psi. A titre de sequences negatives pouvant etre mises 

10 en oeuvre selon l'invention, on peut notamment citer celles identifies dans le 
promoteur vimentine (Salvetti et al., (1993), Mol. Cell. Biol., 1676-1685) dans le 
promoteur interferon ( Whitemore et al. (1990), P.N.A.S., 87, 7799-7803), dans le 
g£ne de chaine 2 tegSre de la myosine cardiaque (Ruoquian-Shen et al. (1991), Mol. 
Cell Biol., 1676-1685) et dans le promoteur albumine de souris (Herbst et al. 

15 (1990), Mol. Cell. Biol., 3896-3905). 

Selon un mode de realisation prefere, Tinvention conoerne vn adenovirus 
recombinant portant une cassette d'expression Op2/Tk-re p -ca p . 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation de ces adenovirus 
integrant une sequence virale rforigine AAV sous controle d'un promoteur inductible a 
20 la tetracycline pour preparer des AAV. 

Dans un mode de realisation prefere, les adenovirus objets de Tinvention 
comprennent les sequences ITR et une sequence permettant Tencapsidation. 
Preferentiellement ces adenovirus possedent en outre une region El non f onctidnnelle. 

Les sequences inversees repetees (ITR) constituent 1'origine de replication des 
25 adenovirus. Elles sont localisees aux extremites 3* et 5* du genome viral (Cf figure 1), 
d'ou elles peuvent etre isolees aisement selon les techniques classiques de biologie 
moleculaire connues de Fhomme du metier. La sequence nucleotidique des sequences 
ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans 
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la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamrnent CAV1 et CAV2). 
Concernant l'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche correspond a la 
region comprenant les nucleotides 1 a 103 du g&iome. 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est necessaire 
5 a l'encapsidation de 1'ADN viral. Cette region doit done Stre pr&ente pour permettre la 
preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon l'invention. La sequence 
d'encapsidation est localise dans le g6nome des adenovirus, entre 1'ITR gauche (5 1 ) et 
le gene El (Cf figure 1), Elle peut &re isolee ou synthetisee artificiellement par les 
techniques classiques de biologie moleculaire. La sequence nucleotidique de la 
10 sequence d'encapsidation des adenovirus hurnains (en particulier des serotypes Ad2 et 
Ad5) est decrite dans la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamrnent CAV1 
et CAV2). Concernant l'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence d'encapsidation 
correspond a la region comprenant les nucleotides 194 a 358 du g6nome. 

Selon un mode particulierement avantageux, dans les adenovirus 
15 recombinants de la presente invention, la region El est inactivee par deletion d'un 
fragment PvuII-BglH allant du nucleotide 454 au nucleotide 3328, sur la sequence de 
l'adenovirus Ad5. Cette sequence est accessible dans la litterature et egalement sur 
base de donnees (voir notamrnent Genebank n° M73260). Dans un autre mode de 
realisation prefere, la region El est inactivee par deletion d'un fragment HinfII-Sau3A 
20 allant du nucleotide 382 au nucleotide 3446. 

Les adenovirus de l'invention peuvent etre prepares a partir d'adenovirus 
d'origines diverges. II existe en effet differents serotypes d'adenovirus, dont la structure 
et les proprietes varient quelque peu, mais qui presentent une organisation genetique 
comparable, Ainsi, les enseignements decrits dans la presente demande peuvent etre 
25 aisement reproduits par Thomme du metier pour tout type d'adenovirus. 

Plus particulierement, les adenovirus de l'invention peuvent etre d'origine 
humaine, animate, ou mixte (humaine et animate). 
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Concemant les adenovirus d'origine humaine, on prefere utiliser cetix classes 
dans le groupe C. Plus prefSrentiellement, parmi les diffferents s&otypes d'adenovirus 
humain, on prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2ou Ad 5). 

5 Comme indique plus haut, les adenovirus de Tinvention peuvent egalement 

etre d'origine animale, ou comporter des sequences issues d'adenovirus d'origine 
animate. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d'origine animale sont 
capables d'infecter avec une grande efficacite les cellules humaines, et qu'ils sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans lesquelles ils ont ete testes 

10 (Cf demande WO 94/26914). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
d'origine animale ne sont nullement trans-complementes par des adenovirus d'origine 
humaine, ce qui elimine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en 
presence d'un adenovirus humain, pouvant conduire a la formation d'une particule 
infectieuse. L'utilisation d'adenovirus ou de regions d'adenovirus d'origine animale est 

15 done particulierement avantageuse puisque les risques inherents a l'utilisation de virus 
comme vecteurs en therapie genique sont encore plus faibles. 

Les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
invention peuvent etre d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et al., 
Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). 

20 Plus particulierement, parmi les adenovirus aviaires, on peut citer les serotypes 1 a 10 
accessibles a l'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC VR-432), 
Fontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC VR-828), J2-A 
(ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou encore les 
souches referencees ATCC VR-831 a 835. Parmi les adenovirus bovins, on peut 

25 utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibles a l'ATCC (types 
1 a 8) sous les referencesATCC VR-313, 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
egalement citer les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
528), l'adenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340) ; 
Tadenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 
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adenovirus referencee a l'ATCC sous les numeros VR-591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

De preference, parmi les differents adenovirus d'origine animate, on utilise 
dans le cadre de I'invention des adenovirus ou des regions ^adenovirus d'origine 
5 canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait 1'objet de 
nombreuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont &e dScrites dans Fart anterieur (Spibey et al„ J, Gen. 
Virol. 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones 
10 e; sequences (voir notamment Spibey et al., Virus Res, 14 (1989) 241 ; Linne, Virus 
Res. 23 (1992) 119, WO 91/11525). 

La presente invention se rapporte en outre a un procede utile pour la 
preparation d'AA V. 

Plus precisement, elle a pour objet un procede de preparation d'AAV 

15 caracterise en ce qu'il comprend la co-transfection, en presence de tetracycline ou un 
de ses analogues, d'une lignee cellulaire comprenant dans son genome la cassette 
d'expression d'un activateur de transcription, avec un adenovirus comprenant au moins 
un gene d'origine AAV sous controle d'un promoteur inductible a la tetracycline et, 
soit un virus recombinant derive de 1' AAV soit un plasmide portant un transgene entre 

20 les ITR de l'AAV. II s ! agit plus pr^ferentiellement d'un adenovirus comprenant a titre 
de genes viraux heterologues les genes rep et cap. 

Le procede selon I'invention met a profit la faculte d ! induire Texpression de 
ces genes £gp et cap places sous controle d'un promoteur inductible par la tetracycline 
au sein d'un adenovirus, en presence d'une quantite suffisante de la tetracycline et tfun 
25 activateur de transcription. 

Comme explicite auparavant, ce procede a pour avantage d'etre simplifie sur 
le plan des manipulations par rapport a un procede classique. Dans le cas pr6sent, on 
ne met en oeuvre qu'une co-infection d'une lignee cellulaire par un adenovirus tel que 
revendique et un virus recombinant derive d'un AAV. 
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Outre I'adenovirus transforme selon Tinvention, ce procfide met en oeuvre une 
lignee cellulaire comportant dans son genome une cassette d'expression de la proteine 
dite activateur de transcription constitue tfun premier polypeptide capable de se lier, 
en presence de tetracycline ou un de ses analogues, a la sequence de regulation du 
5 promoteur inducible present dans l'adenoviros, associe a un second polypeptide qui 
active la transcriptioa 

En ce qui concerne plus particulierement la proteine dite activateur de 
transcription, elle se caracterise done par son aptitude a se Her, en presence de 
tetracycline, a la sequence dite de regulation et sa capacite a activer du promoteur 
10 minimal qui lui est associe. Comme explicite precedemment, il s'agit d'une proteine 
constitute de deux polypeptides, un premier polypeptide qui se lie aux sequences tet 
operateur, en presence de tetracycline ou d'un analogue de celle-ci, et un second 
polypeptide dont la fonction est plus specifiquement d'activer ladite transcription. 

Selon un mode privilegie de Tinvention, le premier polypeptide de la 

15 proteine dite activateur transcriptionnel est un represseur de la tetracycline mute de 
maniere a manifester un comportement inverse a celui d'un represseur sauvage 
e'est-a-dire qu'il ne se lie aux sequences tet operatrices qu'en presence et non en 
absence de tetracycline. Ce type de mutation peut etre effectue selon des techniques 
biologiques classiques de type mutageneses. La difference en acides amines entre le 

20 represseur sauvage et le represseur mut6 conforme a la presente invention peut 
consister en une substitution, deletion et/ou addition d'un ou plusieurs acides amines. 
Elle a pour effet de conferer au represseur ainsi transform^ deux propriety 
fonctionnelles: il peut se lier a la sequence de regulation figuree par des operateurs 
tetracycline par analogie au represseur sauvage ; en revanche il est regule de maniere 

25 inverse par la tetracycline. 

De nombreuses classes de represseurs sauvages de la tetracycline ont deja ete 
decrites dans la litterature parmi lesquelles on peut notamment citer les classes A, B, 
C, D et E. A titre representatif de ces represseurs, on peut plus particulierement 
mentionner le represseur dit Tn 10 qui appartient h la classe B. Selon un mode de 

30 realisation prefer^ de l'invention le represseur mis en oeuvre derive de ce represseur 



WO 97/00947 




PCT/FR96/00968 



22 

sauvage TnlO. Plus precisSment, il s'agit d'un represseur TnlO mut6 en au moins un 
acide amine localise en position 71, 95, 101 ou 102, 

Plus preferentiellement, il possede en tout ou partie, la sequence decides 
amines representee en SEQ ID N° 8. II sera dit TetR. 
5 En ce qui concerne le second polypeptide present dans la proteine dite 

activateur de transcription, il peut s'agir de n'importe quel domaine d'activation 
transcriptionnel deja connu. Selon un mode realisation prefere de 1'invention, il s'agit 
du domaine d'activation de la proteine 16 du virus herpds simplex, plus 
particulidrement des 130 acides amines de l'extremite C terminale de VP16 et plus 
10 preferentiellement des 11 acides amines de cette extremite C terminale de VP16 ou 
encore de portions peptidiques de la partie C terminale de VP16 (Sceipel K. et al 
EMBO J. 1992 ; 13, 4961-4968) ou de d6riv6s. 

Dans le cas du procede de production d'AAV revendique, la cassette 
^expression de cet activateur de transcription est de preference integree dans le 
1 5 genome d'une lignee cellulaire 293. 

Selon un mode prefere de l'invention, Texpression de cet activateur de 
transcription est egalement placee, dans la lignee cellulaire, sous controle d'un 
promoteur inductible a la tetracycline ou un de ses analogues tel que defini 
precedemment. Plus preferentiellement, il s'agit d'une lignee cellulaire 293 integrant 
20 dans son genome la cassette Op2/Tk- TetR-VP16. 

La presente invention a egalement pour objet une lignee cellulaire comportant 
dans son genome une cassette d'expression d'un activateur de transcription tel que 
defini precedemment comprenant ou non un promoteur inductible comme defini selon 
Tinvention. Plus preferentiellement, il s*agit d'une lignee cellulaire integrant dans son 
25 genome la cassette Op2;Tk- TetR-VPl 6. 



L'invention se rapporte egalement a Tutilisation de ce type de lignee cellulaire 
pour produire des adenovirus selon l'invention ou des AAVs. 
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La presente invention a egalement pour objet un precede de preparation 
d'adenovirus comportant au moins un de leurs genes dont l'expression est sous 
controle d'un promoteur inductible par la tetracycline. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention peuvent etre prepares 
de differentes f aeons. 

Une premiere methode consiste a transfecter l'ADN du virus recombinant 
defectif prepare in vitro (soit par ligature, soit sous forme de plasmide) dans une bgnee 
ceUulaire competente, c'est-a-dire portant en trans toutes les fonctions necessaires a la 
complementation du virus, et un activateur de transcription. Ces fonctions sont 
preferentiellement integrees dans le genome de la cellule, ce qui permet d'eviter les 
risques de recombinaison, et confers une stabilite accrue a la lignee cellulaire. 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies en presence d'une quantitS 
suffisante en tetracycline ou l'un de ses analogues, sont recuperes, purifies et amplifies 
selon les techniques classiques de biologie moleculaire. 

Selon une variante de mise en oeuvre, il est possible de preparer in vitro, soit 
par ligature, soit sous forme de plasmide, l'ADN du virus recombinant defectif 
portant les deletions appropriees, un ou plusieurs genes viraux sous controle d'un 
promoteur inductible a la tetracycline et un ou des genes therapeutiques. Us 
suppressions sont generalement realisees sur l'ADN du virus recombinant defectif, 
par mise en oeuvre de digestions au moyen d'enzymes de restriction appropriees, puis 
ligatures, selon les techniques de biologie moleculaire, ainsi qu'illustre dans les 
exemples. Les genes viraux ou therapeutiques et le promoteur inductible peuvent 
ensuite etre inseres dans cet ADN par clivage enzymatique puis ligature, au niveau 
des regions selectionnees et dans 1'orientation choisie. L'ADN ainsi obtenu. qui porte 
done les deletions appropriees, un ou plusieurs genes viraux sous controle d'un 
promoteur inductible a la tetracycline et un ou des genes therapeutiques permet de 
generer directement I'adenovirus recombinant revendique. 

H est egalement possible de preparer le virus recombinant en etapes 
successives, permettant I'introduction successive des genes heterologues et du 
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promoteur inducible. Ainsi, l'ADN tfun premier virus recombinant portant les 
deletions appropriees (ou une partie desdites deletions) et un promoteur inductible 
comme par exemple Op2/Tk est construit, par ligature ou sous forme de plasmide. Cet 
ADN est ensuite utilise pour g&ierer un premier virus recombinant portant lesdites 
5 deletions avec un promoteur inductible. L'ADN de ce premier virus est ensuite isole et 
co-transfecte avec un second plasmide ou l'ADN d'un second virus recombinant 
defectif portant les deletions appropriees notamment une deletion dans la region El, 
une region permettant la recombinaison homologue et le cas §ch§ant, un gene 
therapeutique. Cette deuxieme etape genere ainsi le virus recombinant selon 
10 rinvention. 

La presente invention concerne egalement toute composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants tels que decrits precedemment. 
Les compositions pharmaceutiques de Tinvention peuvent etre formulees en vue d'une 
administration par voie topique, orale, parenterals intranasale, intraveineuse, 
15 intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. 

PrSferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. H peut s'agir en 
particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, 
20 isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau st£rilisee ou de s^rum physiologique, permettent la constitution de 
solutes injectables. 

Les doses de virus utilisees pour l'injection peuvent §tre adaptees en fonction 
de differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
25 de la pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de la dur£e du traitement 
recherchee. D'une maniere generate, les adenovirus recombinants selon Tinvention sont 
formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de 
preference 10^ a lO 1 ^ pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d'une solution de virus r et est determine par infection d'une culture 
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cellulaire appropriee, et mesure, g&ieralement apres 5 jours, du nombre de plages de 
cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu tfune solution virale 
sont bien documentees dans la litterature. 

Les adenovirus de l'invention peuvent etre utilises pour le traitement ou la 
5 prevention de nombreuses pathologies. lis sont particulierement avantageux pour le 
traitement des pathologies hyperproliferatives (cancers, restenose, etc), par injection 
directe au niveau du site concerne. A cet egard, la presente invention concerne 
egalement une methode pour la destruction de cellules proliferatives comprenant 
l'infection desdites cellules ou d'une partie d'entre-elles avec un vecteur adenoviral tel 

10 que defini ci-dessus. Dans le cas ou le gene suicide est un gene conferant une 
sensibilite a un agent therapeutique, la methode de destruction selon l'invention 
comprend ensuite le traitement des cellules par ledit agent therapeutique. Pour la mise 
en oeuvre de cette methode, l'invention a egalement pour objet les produits 
comprenant un adenovirus recombinant tel que defini ci-avant dans lequel le gene 

15 suicide est un gene conferant une sensibilite a un agent therapeutique; et ledit agent 
therapeutique, comme produit de combinaison pour une utilisation simultannee, 
separee ou etalee dans le temps pour le traitement des pathologies hyperproliferatives. 
Plus particulierement, le gene suicide est un gene thymidine kinase et l'agent 
therapeutique est le gancyclovir ou 1'acyclovir ou un analogue. 
20 Des vecteurs recombinants selon l'invention possedent des proprietes 

particulierement attractives pour une utilisation en therapie genique. Ces vecteurs 
combinent en effet des proprietes d'infection, de securite et de capacity de transf ert de 
genes tres elevees. 

La presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples et 
25 figures qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratif s et non limitatifs. 

Figure 1 : Organisation genetique de Tadenovirus Ad5. La sequence complete de l'AdS 
est disponible sur base de donnees et permet a Fhomme du metier de selectionner ou 
de creer tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du genome. 
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Figure 2 : Organisation g&netique de la region E4. 
Figure 3: Organisation genetique de 1'AAV. 
Techniques generates de biologie moleculaire 

Les rnethodes classiquement uti Usees en biologie moleculaire telles que les 
5 extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electrocution, les extractions de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
Tethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 

10 connues de l'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982 ; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 

15 d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a Tethanol puis incubes en presence de l'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

20 Le remplissage des extremity 5' proeminentes peut etre effectue par le 

fragment de Klenow de TADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est eff ectu6e en presence 
de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremites 5* proeminentes est effectuSe par un traitement 

25 menage par la nuclease S 1 . 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 
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^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Eolymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et ah, Science 22Q (1985) 1350- 
1354 ; Mullis K.B. et Faloona FA., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
5 specifications du f abricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Lignees cellulaires utf Ikfrre 

10 Dans les exemples qui suivent, les lignees cellulaires suivantes ont ou peuvent 

etre utilisees : 

- Lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 
(1977) 59). Cette lignee contient notamment, int6gree dans son genome, la partie 
gauche du genome de l'adenovims humain Ad5 (12 %). 

15 " Lignee de cellules humaines KB : Issue d'un carcinome epidermique humain, 

cette lignee est accessible $l TATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions permettant 
sa culture. 

- Lignee de cellules humaines Hela : Issue dun carcinome de Tepithelium 
humain, cette lignee est accessible a 1'ATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions 

20 permettant sa culture. 

- Lignee de cellules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 
MDCK ont ete decrites notamment par Macatney et al., Science 44 (1988) 9. 

- Lignee de cellules gm DBP6 (Brough et al., Virology 190 (1992) 624). 
Cette lignee est constitute de cellules Hela portant le gene E2 d'adenovims sous le 

25 controle du LTR de MMTV. 

EXEMPLE 1 



Construction d'un adenovirus portant son domaine E4 sous controle d'un 
promoteur Op2-Tk. 
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1- Construction du plasmide pIC20H/Op2-Tk: 

Ce plasmide porte la sequence du promoteur minimum Tk precede par deux sequences 
de Toperateur tetracycline, ces sequences sont reconnues par le represseur tetracycline 
lorsqu'il est fixe a la tetracycline. 

5 Pour l'obtenir, le plasmide pIC20H (Marsh et ah, Gene 22 (1984) 481) est digere par 
Clal-BamHI et la sequence SEQ ID N° 5, comprenant deux operateurs tetracycline en 
amont d'un promoteur minimum thymidine kinase, est introduite entre ces deux sites. 

2- Construction du plasmide pT C20H/ITR-Op2Tk 

Ce plasmide est obtenu par digestion Clal du plasmide pIC20H/Op2Tk et insertion 
10 d'un fragment Hpa2 contenant 1'ITR de 1'AdS (coordonnees: 1/+122). Ce fragment 
provient du vecteur commercial pSL1180 (Pharmacia) digere par Hind3, site dans 
lequel est introduit 1'ITR fabrique par PGR. avec des sites Hind3 de chaque cote du 
fragment amplifie. On obtient dans Tordre suivant: ITR-Op2-TKprom. 

3- Construction du plasmide pIC20H/ITR-O P 2Tk-E4 

15 Ce plasmide correspond au plasmide pIC20H/ITR-Op2Tk digere par Hind3, site dans 
lequel est insert le fragment Nhe-Xbal de PY6 contenant la region E4 de l'AdS. En ce 
qui concerne le plasmide pPY6, il est obtenu selon le protocole suivant : 

On prepare un plasmide pPY2 a partir du plasmide pIC20H. Ce plasmide pPY2 
correspond au clonage du fragment Avr2-Sall (environ 1.3 kb incluant le promoteur 

20 du MMTV) du plasmide pMSG (Pharmacia) entre les sites Xbal et Sail du plasmide 
pIC20H prepare a partir d'un contexte E. coli dam+. Le plasmide pPY4 derive du 
plasmide pPY2 par deletion d'un fragment de 35 pb apres coupure par BamHl et Bgl2 
puis religature. Le plasmide pPY5 correspond au plasmide pIC20H dans lequel le 
fragment Taql-Bgl2 incluant la region E4 de Tadenovirus de type 5 situee entre les 

25 positions 35576 (Taql) et 32490 (Bgl2), a ete clone entre les sites Clal et BamHl. 
La region E4 du plasmide pPY5 est done incluse dans un fragment EcoRV-Sphl que 
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I'on clone apres digestion partielle entre les sites Smal et Sphl du plasmide pPY4, ce 
qui genere le plasmide pPY6. 

4- Construction du plasm ide pIC20H/ITR-Op 2Tlr-F>!l-T .5 

II est obtenu par digestion du plasmide pIC20H/ITR-Op2Tk-E4 par Kpnl et Xbal et 
insertion du fragment Kpnl-Xbc! de 3,1Kb de l'Ad5 (coordonnees : 33595-30470) 
contenant toute la region L5. 

5- Construction du pfa smide pYG4.F .p 

On digere le plasmide pIC20H/ITR-Op2Tk-E4-L5 par Xbal et Nrul pour recuperer le 
fragment correspondant qui porte dans l'ordre 1'ITR, Op2, le promoteur Tk, E4 et L5. 
Ce fragment est in sere dans les sites Xbal et Nrul du plasmide pYG4 qui contient 
toute la sequence de l'adenovirus depuis le site Xbal jusqu'au site Sphl. Ce plasmide 
pYG4-EP est un vecteur pIC20H dans lequel le fragment Sphl-Xbal de l'Ad5 
(coordonnees: 25095-28590) est insere entre ses sites Sphl et Xbal. 

Ce vecteur pYG4-EP, delete de la region adenovirale E3 possede suffisament de 
sequences adenoviral entre les sites Sphl et Xbal pour permettre la recombinaison 
complementaire de l'adenovirus pour la production d'un adenovirus recombinant. 

,6- Construction de 1 'ade novirus recombinant 

Elle est realisee par cotransfection de cellules 293/TetR-VP16, preparees selon 
l'exmple 3 ci-dessous, avec le plasmide pYG4 linearise par digestion Sphl et avec 
l'adfenovirsu RSV-pgal ou un adenovirus portant un transgene, linearise par digestion 
Srf 1 en presence ou non de tetracycline. On precede ensuite selon les techniques de 
virologie classiques pour la selection et l'amplification de l'adenovirus recombinant 
EXEMPLE 2 



Construction rig l'adenovir us recombinant porta nt les penes rep-cap de l'AAV 
25 sous contrdle du promoteur Op2/Tk; 
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1- Construction du plasmide in termediate pXL2630: 

Ce plasmide intermediate permet d'introduire un site EcoRI en aval de Op2-Tk. La 
presence d'un site de restriction en cette position presente deux interets. II sert a 
introduire ce promoteur en amont de rep-cap apres avoir supprime le promoteur p5 et 
5 il permet egalement d'inserer ce promoteur hybride en amont de TetR-VP16 pour la 
preparation d'une lignfee cellulaire 293 transformee comme decrit en exemple 3 
ci-apres. 

Pour ce faire, le plasmide pIC20H/Op2-Tk, obtenu selon le protocole decrit en 
exemple 1, est digere par BamHI, traite par l'ADN polymerase de T4 pour rendre les 
10 extremites f ranches puis redigere par EcoRV, le fragment provenant de cette digestion 
et portant le promoteur Op2-Tk est introduit au site EcoRV du plasmide commercial 
pBSSK+. L ! orientation du fragment est selectionnee pour la presence d'un site EcoRI 
en aval du promoteur. 

3- Introduction d'un site EcoR I au niveau du +1 transcriptionnel de p5: 

15 Pour supprimer le promoteur p5, on introduit un site EcoRI au niveau du -fl 
transcriptionnel du promoteur p5 en amont de la sequence codante de Rep78 par la 
technique de PGR sur le plasmide pAV2 ( Laughlin C t Gene (1983), 23, 69-73). Cette 
reaction a ete realisee a Taide des oligonucleotides: 

SEQ ID N°6( seq5269) : 5 1 GAATTCTTTTGAAGCGGGAGGTTTGAACGCG 3' 
20 EcoRI 

SEQ ID N°7( seq5039): 5 ' CTCCATGTACCTGGCTGA 3 1 



Le fragment ainsi genere a ete introduit dans pCRII (Invitrogen) pour dormer le 
plasmide pMA4. La sequence nucleotidique de ce fragment a ete verifiee. 
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4- Construction du plasmide pMA6 portant la jonction Op2-Tk-rep-cap: 

Ce plasmide intermediaire permet de faire la jonction du promoteur inductible avec 
rep. Les fragments Sall-EcoRI de pXL2630 et EcoRI-NruI de pMA4 sont introduits 
aux sites Xhol (compatible avec Sail) et Nrul de pIC20R (Marsh et al., Gene 22 
5 (1984) 481) pour donner le plasmide pMA6. 

5- Construction du plasmide oCOl (figure 7 EX94008) Qui contient la partie gauche 
de Tadenovirus Ad5 ius qu'au site Hinfl (382). un multisite de clonage et le fragment 

Sau3A (3446) - Nrul (63 16) de Tadenovirus Ad5. 

i" 

5-a / Construction du plasmide pCE 

10 Le fragment EcoRI-Xbal correspondent & Textr6mite gauche du genome de 
Tadenovirus Ad5 a d'abord 6t6 clong entre les sites EcoRI et Xbal du vecteur pIC19H 
(Marsh et al., Gene 22 (1984) 481). Ceci g6ndre le plasmide pCA. Le plasmide pCA a 
ensuite et§ coupe par Hinfl, ses extr6mint6s 5* proeminentes ont 6t6 remplies par le 
fragment de klenow de TADN polymerase I de E.coli, puis il a ete coupe par EcoRI. 

15 Le fragment ainsi gen£r6 du plasmide pCA qui contient Textremite gauche du genome 
de Tad&iovirus Ad5 a ensuite 6t6 clonS entre les sites EcoRI et Smal du vecteur 
pIC20H (Marsh et al., Gene 32 (1984) 481). Ceci g6ndre le plasmide pCB. Le 
plasmide pCB a ensuite ete coup6 par EcoRI, ses extrfemitfes 5* proeminentes ont ete 
remplies par le fragment de klenow de TADN polymerase I de E.coli, puis il a 6te 

20 coupe par BamHI. Le fragment ainsi g6ner6 du plasmide pCB qui contient Textremite 
gauche du genome de Tadenovirus Ad5 a ensuite 6t6 clone entre les sites Nrul et Bgin 
du vecteur pIC20H. Ceci genere le plasmide pCE dont une caracteristique interessante 
est qu'il possede les 382 premieres paires de bases de TadSnovirus Ad5 suivies d'un 
multisite de clonage. 

25 5-b/ - Construction du plasmide pCD' 

Le fragment Sau3A (3346) - SstI (3645) et le fragment SstI (3645) - Narl (5519) du 
genome de Tadenovirus Ad5 ont tout d'abord ete ligatures et clones entre les sites Qal 
et BamHI du vecteur pIC20H, ce qui genere le plasmide pPY53. Le fragment Sail- 
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TaqI du plasmide pPY53 prepare a partir d'un contexte dam-, contenant la partie du 
genome de l'adenovirus Ad5 comprise entre les sites Sau3A (3346) et TaqI (5207) a 
ensuite ete clone entre les sites Sail et Clal du vecteur pIC20H, ce qui genere le 
plasmide pCA\ Le fragment TaqI (5207) - Narl (5519) du genome de l'adenovirus 
5 Ad5 prepar6 a partir d'un contexte dam- et le fragment Sall-TaqI du plasmide pCA' 
ont ensuite ete ligatures et clones entre les sites Sail et Narl du vecteur pIC20H. Ceci 
genere le plasmide pCC« Le fragment Narl (5519) - Nrul (6316) du genome de 
l'adenovirus Ad5 prepare a partir d'un contexte dam- et le fragment Sall-Narl du 
plasmide pCC ont ensuite ete ligatures et clones entre les sites Sail et Nrul du vecteur 
1 0 pIC20R. Ceci genere le plasmide pCD\ 

5- c/ - Construction du plasmide pCOl 

Une digestion partielle par Xhol puis une digestion complete par Sail du plasmide 
pCD' genere un fragment de restriction qui contient la sequence de l'adenovirus Ad5, 
du site Sau3A (3446) au site Nrul (6316). Ce fragment a ete clone dans le site Sail du 
15 plasmide pCE. Ceci genere le plasmide pCOl. 

6- Construction des plqsmideg pMA7 qt pMA8 . 

Le fragment EcoRV-SnaBI de pMA6 portant Op2-Tk-rep-cap-polyA+de l'AAV 
(jusqu'au site SnaBI position 4495 sur la sequence de TAAV) est introduit au site 
EcoRV de pCOl dans les deux orientations par rapport a 1TTR de l'adenovirus. Les 
20 plasmides ainsi obtenus sont designSs pMA7 (orientation de la cassette en sens inverse 
de TITR de l'adenovirus) et pMA8 (mgme orientation). 

7- Construction de l'adenovirus recombinant portant Op 2-Tk-rep-cap: 

Cette partie decrit la construction d'un adenovirus recombinant defectif portant la 
cassette Op2-Tk-rep-cap-polyA+de TAAV. Cet adenovirus est obtenu par 
25 co-transfection du plasmide pMA7 ou pMA8 avec un vecteur adenoviral deficient, 
dans les cellules helper (lignee 293) apportant en trans les fonctions codees par les 
regions El (El A et E1B) d'adenovirus. 
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Plus precisement les adenovirus AdMA7 et AdMA8 ont ete prepares par 
recombinaison homologue in vivo entre l'adenovirus AdRSV(3gal et les plasmides 
pMA7 et pMA8 selon le protocole suivant: le plasmide pMA7 ou pMA8 linearise par 
Ndel et Tadfenovirus AdRSVBgal linearis^ par Clal sont cotransfect& dans la lignee 
5 293 en presence de phosphate de calcium pour perrnettre la recombinaison. Les 
adenovirus recombinants ainsi gen&nes sont selectionnes par purification sur plaque. 
Apres isolement, l'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce 
qui conduit a un sumageant de culture contenant l'adenovirus defectif recombinant non 
purifie ayant un titre d'environ 1010 pfu/ml. Pour la purification, les particules virales 
10 sont centrifugees sur gradient de chlorure de c6sium selon les techniques connues (voir 
notament Graham et aL, Virology 52 (1973)456). 

L'adenovirus AdMA7 ou AdMA8 est conserve & -80°C dans 20 % glycerol. 

8 Construction de l'adenovirus recombinant port ant Op2 / Tk rep-cap polyA+AAV 
dans la region E3: 

15 Cette partie d6crit la construction d'un adenovirus recombinant d616t6 pour El portant 
Op2:Tk repcap polyA + AAV dans la region E3. 

Le plasmide pMA28 contient toute la sequence de TAdOEl-, E3-) portant Op2:Tk 
repcap polyA + AAV dans la region E3. II a et£ construit par recombinaison dans 
E. Coli en introduisant le plasmide pMA24 par exemple dans la souche C2110 
20 (pXL2638) (E1-, E3-) decrite dans la demande PCT/FR96/00215 incluse ici par 
reference. 

8.1 Construction du plasmide intermediaire pMA22 : 

Le fragment Xbal- Xbal du plsmide pMA7 portant Op2:Tk repcap polyA + AAV a 
ete introduit au site Xbal de pYG4-EP a la place de la region E3 de telle sorte que 
25 Op2:Tk repcap polyA + AAV soit dans Torientation inverse de celle de la region E3. 
Le palsmide ainsi construit est pMA22. 
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8.2 Construction du plasmide pMA24 utilise pour effectuer la recombinaison dans 
E.coli : 

le fragment Nhel-Spel de pMA22 contenant la cassette Op2:Tk repcap polyA + AAV 
flanquee des sequences de 27082 a 28593 et de 3471 a 31509 de 1'Adenovirus a ete 
5 introduite au site compatible du plasmide pXL2756 pour generer le plasmide pMA24 
portant les regions necessaires a la recombinaison encadrant la cassette Op2:Tk repcap 
polyA + AAV, le gene sacB de B. subtilis et le gene de resistance a la kanamycine. 

8.3 Construction de l'adenovirus recombinant portant Op2:Tk repcap polyA + AAV 
clans la region E3 : 

10 Elle a &6 faite par recombinaison dans E. coli en electroporant le plasmide pMA24 
dasn la souche C2110 (pXL2688) ou c2110 (pXL2789) en selectionnant un deuxieme 
evenement de recombinaison sur milieu LB, sucrose, tetracycline. On obtient ainsi une 
souche C21 10 portant le plasmide pMA28. 

Ce plasmide a ensuite &6 transfectS dans les cellules 293 apres digestion par Pad 

15 EXEMPLE 3 

Construction de la lipnee productriee 293 Op2.T k-TetR-VP16; 

Cette partie decrit la construction d'une lignee 293 portant integree dans son genome 
la cassette du transactivateur hybride TetR-VP16 sous le controle du promoteur Op2- 
Tk. A cette fin, le plasmide pMA2 a ete construit pour etablir une hgnee par 

20 cotransfection de ce plasmide pMA2 avec un plasmide pMSCV (Hawley et al. 
J.Exp.Med. (1993), vo!176, 1149-1163) portant le gene de resistance a la neomycine 
sous le controle du promoteur PGK (phosphoglyceratekinase). pMA2 est construit en 
inserrant le fragment Sall-EcoRI de pXL2630 entre les sites compatibles XhoI-EcoRI 
d'un plasmide pUHD17.1. Le plasmide pUHD17.1 est un plasmide comprenant les 

25 sequences cod ant pour un represseur de la tetracycline mute lie operationnellement a 
la sequence VP16. Ce vecteur derive du vecteur pUHD15.1( H. Bujard ; P.N.A.S. 
U.S.A. 1992, 89, 55476-5551) qui comprend la sequence du represseur tetracycline 
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sauvage associee aux 130 acides amines de 1'extremite C-tenninale du vims de l'herpes 
simplex VP16. Un fragment Xbal-Eco47III de 399 paires de bases corresponds aux 
acides amines 3 a 135 du represser de la tetracycline mute est echange centre le 
fragment de restriction correspondant de pUHD15.1 pour conduire a pUHD17.1. 

5 La lignee 293 Op2-Tk-TetR-VP16 de l'invention a ete construite par co-transfection 
des cellules choisies en presence de phosphate de calcium, par les plasmides pMA2 et 
pMSCV et une construction codant pour le recepteur aux glucocorticoids 
(Hollenberg et al., 1985). Plus precisement, les cellules de la lignee 293 en boites de 
5cm de diametre ont ete transferees par 1 a 5 pg de plasmide pMA2. 

10 Splprtion des rfnnes resis ts ? la pfoeticine 

Apres transfection des cellules, celles ci sont lavees, puis le milieu de culture 
(MEM, Sigma) supplement en serum de voeu foetal (7 % final) est ajoute et les 
cellules sont mises a incuber pendant 20 heures. Le lendemain. on selections les 
cellules en presence de geneticineG418 (Gibco-BRL, Life Technologies) a la 
15 concentration effective de 400 mg/1. La geneticine est changee tous les trois jours et 
les clones selectionnables apparaissent apres environ 3 semaines. Quand toutes les 
cellules non transferees sont mortes. seules les cellules ayant insert le gene de 
resistance subsistent et se divisent pour generer des clones cellulaires. Quand les 
clones cellulaires sont suffisamment gros pour etre visibles a l'oeil nu, ils sont 
individuellement transferer dans les puits de culture d'une plaque de culture "24 
trous". Chaque clone est ensuite progressivement amplifie en presence de geneticine 
d'abord dans les puits d'une plaque de culture "12 trous", puis "6 trous" pour etre 
ensuite amplifie en boites de culture cellulaires. Chaque clone cellulaire est alors 
conserve par congelation dans l'azote liquide. 

Un certain nombre de clones ont ete isoles, amplifies et selectionnes pour leur 
capacite a exprimer un gene reporter par exemple lacZ sous controle du promoteur 
Op2-Tk apres addition d'une. concentration appropriee de tetracycline. Le plasmide 
utilise est P MA9 et a ete construit par introduction d'un fragment StuI-BamHI de 
pRSVgallX portant la sequence codant pour la E-galactosidase d'E.coli et un signal de 
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localisation nucleaire dans le plasmide pMA2 prealablement linearise par EcoRI; traite 
a l'ADN polymerase du bacteriophage T4 pour rendre ses extremites franches puis 
rediger6 par BamHI. 

Parmi ces clones, ceux permettant une expression conditionnelle de rep-cap porte par 
l'adenovirus decrit prececlemment et permettant la production d'AAV a des titres 
eleves ont ete utilises comme lignee productrice. 



25 
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LISTE DE SEQUENCES 
(1) INFORMATIONS GENERALES : 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, Avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE : 40.91.69-22 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.96 

15 (ii) TITRE DE L* INVENTION: 

UTILISATION EN THERAPIE GENIQUE 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 8 

20 (iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 



<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 61 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

40 GATCCGGTCG CTCGGTGTTC GAGGCCACGC GTCACCTTAA TATGCGAAGT GGACCTCGGA 60 
C 61 



(3) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 64 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
50 (D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



55 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
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AGATCTGCGG TCCGAGGTCC ACTTCGCATA TTAAGGTGAC CGTGGCCTCG ACACCGAGCG 60 
ACCG 54 

(4) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

5 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 67 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
10 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

i 

CGATACTTTT CTCTATCACT GATAGGGAGT GGTCTCGAGA CTTTTCTCTA CACTGATAGG 60 
GAGTGGT 67 



20 



(5) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 (A) LONGUEUR: 75 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

35 CGCAGATCTA CCACTCCCTA TCAGTGATAG AGAAAAGTCT CGAGACCACT CCCTATCAGT 60 
GATAGAGAAA AGTAT 75 



40 (6) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 141 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

45 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



50 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

ATCGATACTT TTCTCTATCA CTGATAGGGA GTGGTCTCGA GACTTTTCTC TATCACTGAT 60 
AGGGAGTGGT AGATCTGCGG TCCGAGGTCC ACTTCGCATA TTAAGGTGAC GCGTGGCCTC 120 
5 GAACACCGAG CGACCGGATC C 141 



10 (7) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

15 (C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



20 



25 



35 



40 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO: 6: 
GAATTCTTTT GAAGCGGGAG GTTTGAACGC G 31 

(8) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 
30 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CTCCATGTAC CTGGCTGA 18 

(9) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA. SEQUENCE: 
45 (A) LONGUEUR: 206 acides amines 

(B) TYPE; acides amines 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



■ 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
5 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



10 



25 



40 



Met Ser Arg Leu Asp Lys Ser Lys Val lie Asn Ser Ala Leu Glu Leu 
15 10 15 

Leu Asn Glu Val Gly lie Glu Gly Leu Thr Thr Arg Lys Leu Ala Gin 
20 25 30 



Leu Leu Gly Val Glu Gin Pro Thr Leu Tyr Trp His Val Lys Asn Lys 
15 35 40 45 

, Arg Ala Leu Leu Asp Ala Leu Ala lie Glu Met Leu Asp Arg His Thr 
50 55 60 

20 His Phe Cys Pro Leu Lys Gly Glu Ser Trp Gin Asp Phe Leu Arg Asn 

65 70 75 80 



Asn Ala Lys Ser Phe Arg Cys Ala Leu Leu Ser His Arg Asn Gly Ala 
85 90 95 

Lys Val His Ser Glu Thr Arg Pro Thr Glu Lys Gin Tyr Glu Thr Leu 
100 105 110 



Glu Asn Gin Leu Ala Phe Leu Cys Gin Gin Gly Phe Ser Leu Glu Asn 
30 115 120 125 

Ala Leu Tyr Ala Leu Ser Ala Val Gly His Phe Thr Leu Gly Cys Val 
130 135 140 

35 Leu Glu Asp Gin Glu His Gin Val Ala Lys Glu Glu Arg Glu Thr Pro 

145 150 155 160 



Thr Thr Asp Ser Met Pro Pro Leu Leu Arg Gin Ala lie Glu Leu Phe 
165 170 175 

Asp His Gin Gly Ala Glu Pro Ala Phe Leii Phe Gly Leu Glu Leu lie 
180 185 190 



lie Cys Gly Leu Glu Lys Gin Leu Lys Cys Glu Ser Gly Ser 
45 195 200 205 
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HEVPNDICATIQNS 

1. Adenovirus recombinant dans lequel l'expression d'au moins un gene 
d'origine virale, homologue ou heterologue, est placee sous controle d'un promoteur 
inductible. 

5 2. Adenovirus recombinant selon la revendication 1 caracterise en ce que 

le promoteur inductible est choisi parmi les promoteurs repondant a des metaux 
lourds, a des chocs thermiques, a des hormones ou a la tetracycline. 

3. Adenovirus selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un promoteur inductible par la tetracycline ou un de ses analogues. 

10 4. Adenovirus selon la revendication 3 caract6ris6 en ce que le promoteur 

inductible par la tetracycline comprend un promoteur minimal associe 
operationnellement a une sequence de regulation comprenant au moins un operateur 
de la tetracycline. 

5. Adenovirus selon la revendication 4 caracterise en ce que la sequence 
15 de regulation comprend au moins deux operateurs de la tetracycline. 

6. Adenovirus selon la revendication 4 ou 5 caract6ris§ en ce que la 
sequence de regulation est representee en tout ou partie par la SEQ ID N° 3, la SEQ 
ID N° 4 ou Tun de leurs derives. 

7. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 4 a 6 caracterise 
20 en ce que le promoteur minimal derive du CMV humain. 

8. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 4 a 7 caract§rise 
en ce que le promoteur minimal correspond a la region comprise entre les nucleotides 
+75 a -53 ou +75 a -31 du promoteur CMV humain. 

9. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 4 a 6 caracterise 
25 en ce que le promoteur est un promoteur, homologue ou heterologue du gene viral, 
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mut€ de manidre a etre incapable d'assurer seul la transcription du gene d'origine viral 
qu'il controle. 

10. Adenovirus selon la revendication 9 caracterise en ce que le promoteur 
minimal derive d'un promoteur homologue du gene viral considere. 

5 11. Adenovirus selon la revendication 9 caracterise en ce que le promoteur 

minimal derive du promoteur de la thymidine kinase du Virus Herpes Simplex. 

12. Adenovirus selon la revendication 11 caracterise en ce que le 
promoteur minimal est represents en tout ou partie par la SEQ ID N°l ou la SEQ ID 
N°2 ou Tun de leurs derives. 

10 13. Adenovirus selon Tune des revendications 4 a 12 caracterise en ce que 

le promoteur minimal est place en amont du gene viral a transcrire, en substitution ou 
non de son propre promoteur. 

14. Adenovirus selon Tune des revendications 4 a 13 caracterise en ce qu'il 
comprend outre ledit promoteur minimal, le propre promoteur du gene viral considere 

15 mais sous une forme inactivee ou non fonctionnelle, 

15. Adenovirus selon Tune des revendications 4 a 14 caracterise en ce que 
la sequence de regulation est placee en amont du promoteur minimal. 

16. Adenovirus selon Tune des revendications 4 a 14 caracterise en ce que 
la sequence de regulation est placee en aval du gene viral considere. 

20 17. Adenovirus selon la revendication 16 caracterise en ce que la sequence 

de regulation est directement liee ou non au gene viral considere. 

18. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
que le promoteur inductible est represent^ par Op2/Tk. 
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19. Adenovirus selon i'une des revendications 1 a 6 ou 9 a 18 caracterise en 
ce que le promoteur inductible est represents en tout ou partie par la SEQ ID N° 5 ou 
Tun de ses derives. 

20. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications pr6c6dentes 
5 comprenant au moins un gene homologue dont Texpression est placee sous controle 

d'un promoteur inductible. 

21. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications precedentes 
comprenant au moins un gene homologue dont l'expression est placee sous controle 
d'un promoteur inductible par la tetracycline ou un de ses analogues. 

10 22. Adenovirus recombinant selon la revendication 20 ou 21 caracterise en 

ce qu'il s'agit de tout ou partie d'une region genomique dudit adenovirus, essentielle a 
sa replication et/ou sa propagation. 

23. Adenovirus recombinant selon la revendication 22 caracterise en ce que 
la region essentielle a sa replication et/ou sa propagation est choisie parmi tout ou 

15 partie de la region E4, E2 la region IVa2 et/ou la region L5. 

24. Adenovirus recombinant selon la revendication 23 caracterise en ce que 
la region E2 est representee par un fragment choisi parmi les fragments correspondant 
a 1'ADNc de la 72K, 1'ADNc de la polymerase de 140K et 1'ADNc de la proteine 
pre-terminale de 87K. 

20 25, Adenovirus recombinant selon la revendication 23 caracterise en ce que 

la region E4 est representee par le fragment Taql-Bgl2 correspondant aux nucleotides 



35576-32490. 



26. Adenovirus recombinant selon la revendication 23 caracterise en ce que 
la region E4 est representee par au moins la phase cod ante ORF6. 
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27. Adenovirus recombinant selon la revendication 23 ou 25 caracterise en 
ce que la region E4 est representee par le fragment Bgl2 compris entre les positions 
34115 a 32490 contenant les sequences de ORF6 et ORF7. 

28. Adenovirus recombinant selon la revendication 23 caracterise en ce que 
la region codant pour IVa2 est constitute d'un fragment choisi parrni les fragments 
Bglll-Nrul comprenant les nucleotides 3328 a 6316, Dral- Nlalll correspondant aux 
nuleotides 4029 a 5719 et Dral-Xhol correspondant au fragment 4029 a 5788, sur la 
sequence de l'adenovirus Ad5. 

* 29, Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 23 et 25 a 
27 caracterise en ce qu'il porte une deletion de tout ou partie du gene El et possede la 
region E4, en tout ou partie, sous controle d'un promoteur inductible OpyiTc. 

30. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 24 
caracterise en ce qu'il porte une deletion de tout ou partie du gene El et possede la 
region E2, en tout ou partie, sous controle dW promoteur inductible OpyTk. 

31. Adenovirus recombinant selon rune des revendications 1 a 27 et 29 
caracterise en ce qu'il porte une delation de tout ou partie des genes El et E2 et 
poss&ie la region E4, en tout ou partie, sous controle d'un promoteur inductible 
0 P2 /Tk. 

32. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 27 et 30 
20 caracterise en ce qu'il porte une deletion de tout ou partie des gSnes El et E4 et 

possede la region E2, en tout ou partie, sous controle tfun promoteur inductible 
Op2ATc. 

33. Adenovirus recombinant selon l'une des revendications 20 a 32 
caracterise en ce que la region placfe sous contrdle d'un promoteur Op2/Tk est 

25 depourvue de son propre promoteur. 
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34. Adenovirus recombinant selon l*une des revendications 20 a 33 
caracterise en ce qu'il comporte en outre une sequence decides nucleiques codant pour 
un ou plusieurs genes therapeutiques. 

35. Adenovirus recombinant selon la revindication 34 caracterise en ce que 
5 ladite sequence decides nucleiques est prSsente au niveau des region El, E3 ou E4, en 

supplement ou en remplacement de sequences d§l&6es. 

36. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 19 
comprenant au moins un gene heterologue d'origine virale dont l'expression est placee 
sous controle d'un promoteur inductible. 

10 37. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 19 et 36 

comprenant au moins un gene heterologue d'origine virale dont l'expression est placee 
sous contrdle d'un promoteur inductible par la tetracycline ou un de ses analogues. 

38. Adenovirus recombinant selon la revendication 36 ou 37 caracterise en 
ce que le gene est ou derive d'un gene du genome d'un virus adeno-associes (AAV) ou 

15 un de ses homologues fonctionnels. 

39. Adenovirus recombinant selon la revendication 38 caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un gene representant les fonctions d'encapsidation d'un virus adeno-associes- 
(AAV). 

40. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 36 a 39 
20 caracterise en ce qu'il comprend l'expression des genes rep et/ou gap d'AAV ou un de 

leurs homologues sous controle d'un promoteur inductible. 

41. Adenovirus recombinant selon l'une des revendications 36 a 40 
caracterise en ce qu'il porte une cassette d'expression Op2/Tk- rep-cap . 

42. Adenovirus recombinant selon la revendication 41 caracterise en ce que 
25 le promoteur Op2^Tk remplace le promoteur p5 d'origine. 
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43. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications 36 a 42 
caracterise en ce que le gene heterologue d'origine virale et le promoteur inductible 
sont presents au niveau des region El du genome dudit adenovirus, en supplement ou 
en remplacement de sequences d61&6es. 

5 44. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications precedentes 

caracterise en ce qu'il comprend ses ITR et une sequence permettant l'encapsidation. 

45. Adenovirus recombinant selon Tune des revendications precedentes 
dans lequel au moins la region El est non fonctionnelle. 

46. Adenovirus recombinant selon Tune des revendication precedentes 
10 caracterise en ce que le genome d'adenovirus est d'origine humaine, animale, ou mixte. 

47. Adenovirus recombinant selon la revendication 46 caracterise en ce que 
les adenovirus d'origine humaine sont choisis parmi ceux class6s dans le groupe C, de 
preference parmi les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

48. Adenovirus recombinant selon la revendication 47 caracterise en ce que 
15 les adenovirus d'origine animale sont choisis parmi les adenovirus d'origine canine, 

bovine, murine, ovine, porcine, aviaire et simienne. 

49. Utilisation dun adenovirus recombinant comprenant au moins un gene 
d'origine AAV sous contrdle d'un promoteur inductible a la tetracycline pour la 
preparation d'AAV. 

20 50. Precede de preparation d'AAV caracterise en ce qu'il comprend la co- 

transfection, en presence de tetracycline ou un de ses analogues, d'une lignee cellulaire, 
comprenant dans son genome la cassette d'expression d'un activateur de transcription, 
avec un adenovirus comprenant au moins un gene d'origine AAV sous controle d'un 
promoteur inductible a la tetracycline et soit un virus recombinant derive de l'AAV ou 

25 un plasmide d'encapsidation, portant un transgene entre les ITR de l'AAV. 
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51. Procede selon la revendication 50 caracterise en ce que Tadenovirus 
comprend les genes rep et cap sous controle d'un promoteur inductible & la 
tetracycline. 

52. Procede selon la revendication 50 ou 51 caracterise en ce que la 
5 production d'AAV est induite par la presence d'une quantite suffisante de tetracycline 

ou un de ses analogues. 

53. Procede selon Tune des revendications 50 a 52 caracterise en ce que la 
lignee cellulaire transformee derive de la lignee 293. 

54. Procede selon la revendication 53 caracterise en ce qu'il s'agit d'une 
10 lignee cellulaire 293 oomportant dans son genome la cassette d'expression d'un 

activateur de transcription constituS d'un premier polypeptide capable de se lier, en 
presence de tetracycline ou un de ses analogues, a la sequence de regulation du 
promoteur inductible present dans l'adenovirus, associe a un second polypeptide qui 
active la transcription. 

15 55. Procede selon la revendication 54 caracterise en ce que le premier 

polypeptide est un represseur de type sauvage de la tetracycline mute de maniere a hii 
conferer la capacite de se lier a la sequence de regulation dudit promoteur inductible 
uniquement en presence de tetracycline ou un de ses analogues. 

56. Procede selon la revendication 55 caracterise en ce que la mutation est 
20 une deletion, substitution et/ou deletion d'au moins un acide amine de la sequence 

cod ant pour un represseur tetracycline de type sauvage. 

57. Procede selon la revendication 55 ou 56 caracterise en ce que le 
represseur tetracycline mute est le represseur sauvage TnlO mute en au moins un de 
ses acides amines localises en position 71, 95, 101 ou 102. 

25 58. Procede selon Tune des revendications 54 a 57 caracterise en ce qu'il 

s'agit du represseur tetracycline represents en tout ou partie en SEQ ID N°8. 
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59. Procede selon l'une des revendications 54 a 58 caracterise en ce que le 
second polypeptide comprend le domaine d ! activation de transcription d'une proteine. 

60. Procede selon la revendication 59 caracterise en ce qu f il s'agit de la 
proteine virion 16, VP16, du HSV. 

5 61. Procede selon Tune des revendications 50 a 60 caracterise en ce que la 

cassette ^expression dudit activateur de transcription comprend un promoteur 
inductible a la tetracycline ou Tim de ses analogues. 

>• , 62. Procede selon Tune des revendications 50 a 61 caracterise en ce qu'il 
met en oeuvre une lignee cellulaire 293 integrant dans son genome la cassette 
10 ^expression Op2/Tk-TetR-VP16. 

63. Lignee cellulaire caracterisee en ce qu'il s'agit d'une lignee 293 integrant 
dans son genome une cassette d'expression d'un activateur de transcription tel que 
def ini en revendications 54 a 60. 

64. Lignee cellulaire selon la revendication 63 caracterisee en ce qu'elle 
15 integre dans son genome la cassette d'expression Op2/Tk-TetR-VP16, 

65. Utilisation d'une lignee cellulaire selon la revendication 63 ou 64 pour 
produire des adenovirus ou des AAV. 

66. Procede de production d'adenovirus selon Tune des revendications 1 a 
35 caracterise en ce qu'il comprend la co-transfection dune lignee cellulaire portant en 

20 trans les fonctions necessaires £i la complementation de l'adenovirus et un activateur de 
transcription tel que dSfini en revendication 54 a 60. 

- un premier ADN comprenant la partie gauche du genome dudit adenovirus, 
possedant une deletion dans la region El, et 

- un second ADN comprenant au moins la partie droite du genome dudit 
25 adenovirus, possedant au moins une region essentielle a sa replication sous controle 

d'un promoteur inductible a la tetracycline, et une partie commune a celle du premier 
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ADN, en presence de tetracycline ou un de ses analogues, et on recupere les 
adenovirus produits par recombinaison. 

67. Procede selon la revendication 66 caracterise en ce que le premier ou le 
second ADN porte en outre une sequence d 1 ADN heterologue d'interet. 

5 68. Composition pharmaceutique comprenant au moins un adenovirus 

recombinant selon Tune des revendications 1 a 35. 

69. Composition pharmaceutique selon la revendication 68 comprenant un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable. 

70. Promoteur inductible a la tetracycline caracterise en ce qu'il s'agit de 

io ropyrk. 

71. Promoteur selon la revendication 70 caracterise en ce que la sequence 
Op2/Tk est representee en tout ou partie par la SEQ ID N° 5. 
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